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摘要 :【 目 的] 探讨 禾 谷 绒 管 时 Rhopalosiphum padi ( Linnaeus) TELLS 4& [ALT] Ac fg eX EX fe. [DERAH 
To £H DU FP 3 ILU A A Ep AARAA] bursicon-a 和 bursicon-B cDNA 序列 。 通 过 实时 荧光 定量 PCR 方法 ,分析 
该 基因 的 发 育 表 达 模 式 。 利 用 RNA 干扰 (RNA interference, RNAi) 介 导 bursicon-a 和 bursicon-B WER , 73 WT EE 4t 
素 的 功能 。[ 结果】 序列 分 析 结 果 显 示 ,不 谷 绒 管 蚜 苞 化 激素 a 亚 基 基因 (bursicon-a) cDNA 序列 开放 阅读 框 为 480 
bp ,编码 159 个 氨基 酸 残 基 ;B 亚 基 基因 (bursicon-B) cDNA 序列 开放 阅读 框 为 417 bp ,编码 138 PARIRI hh 
序 表达 分 析 表 明 , 辐 化 激素 两 个 亚 基 基 因 在 不 谷 绒 管 蚜 整 个 发 育 期 均 有 表达 ,以 1 龄 若 蚜 期 表达 量 最 高 ;成 蚜 有 翅 
个 体 中 表达 量 显 著 高 于 无 翅 个 体 。RNAi 介 导 的 bursicon-a 和 bursicon-B 沉默 均 能 显著 抑制 不 谷 绒 管 蚜 成 蚜 表 皮 的 
黑 化 。【 结论] 研究 结果 表明 ,同化 激素 在 不 谷 绒 管 蚜 体 壁 黑 化 中 发 挥 着 重要 作用 。 该 结果 为 进一步 研究 藻 化 激素 
在 蚜虫 生长 发 育 过 程 中 的 生理 功能 提供 了 基础 资料 。 
关键 词 : 不 谷 绒 管 蚜 ; PARK; REAM; 发 育 表达 模式 ; KIGE PCR; RNA 干扰 
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Molecular cloning and functional analysis of bursicon genes in 
Rhopalosiphum padi ( Hemiptera: Aphididae) 
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YIN Xin-Ming" ( College of Plant Protection, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002 , China) 


Abstract; [ Aim] This study aims to explore the developmental expression pattern and functional analysis 




















































































































































































































































































































of bursicon genes bursicon-a and bursicon-8 in Rhopalosiphum padi (Linnaeus). [Methods] In this 
study, the cDNA sequences encoding bursicon-a and bursicon-B were obtained from RNA-seq 
transcriptome sequencing of R. padi. The expression patterns of bursicon-a and bursicon-B are analyzed 
by real-time quantitative PCR and the functional analyses of bursicon-a and bursicon-B were carried out 
through RNA interference technology. [Results] The sequence analysis showed that the open reading 
frame (ORF) of bursicon-a from R. padi is 480 bp in length, encoding a protein with 159 amino acid 
residues. The ORF of bursicon-B is 417 bp in length, encoding a protein with 138 amino acid residues. 
The developmental expression patterns showed that bursicon-a and bursicon-B were ordinarily expressed 
during the whole developmental stage of R. padi, and arrived at the highest expression level in the 1st 
instar nymph. The expression levels of these two genes in winged adult aphids were significantly higher 
than those in wingless adult aphids. RNA interference-mediated knockdown of bursicon-o and bursicon-8 
significantly inhibited the cuticular melanization of adult aphids. [ Conclusion] These results revealed 
that bursicon plays an important role in the process of the cuticular melanization in R. padi, providing a 
foundation for further study for the physiological functions of bursicon in aphids. 

Key words: Rhopalosiphum padi; bursicon; cuticular tanning; developmental expression pattern; real- 
time quantitative PCR; RNA interference 
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昆虫 的 体 壁 具 有 高 等 动物 骨骼 和 皮肤 的 双重 作 ”用 , 它 由 表皮 、 真 皮 细 胞 和 底 膜 3 部 分 组 成 ,是 昆 
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硬化 的 外 骨骼 。 外 骨骼 能 够 保持 昆虫 的 体形 和 着 生 
体 壁 肌 , 并 有 防止 体内 水 分 蒸发 和 外 来 物质 人 侵 的 
作用 。 然 而 硬化 的 外 骨骼 也 限制 了 昆虫 的 生长 ,所 
以 为 了 生长 ,昆虫 必须 周期 性 蛇 掉 旧 表 皮 而 形成 间 
的 表皮 (Riddiford et al., 2000)。 新 形成 的 表皮 通常 
是 柔软 的 ,这 有 利于 虫 体 的 生长 ,但 免疫 防御 能 力 较 
低 , 所 以 必须 迅速 又 化 ( 黑 化 和 硬化 ) ,以 便 保护 虫 
体 。Fraenkel 和 Hsiao( 1962) 以 及 Cottrell(1962) 对 
刚 羽 化 的 红头 丽 量 Calliphora erythrocephala 颈 部 进 
行 结扎 处 理 , 发 现 颈 部 结扎 的 红头 丽 晶 胸 部 和 腹部 
的 表皮 不 能 正常 黑 化 。 随 后 又 从 发 育 正 常 的 红头 丽 
蝇 体 内 抽取 血 淋 巴 ,注射 人 颈 部 结扎 的 红头 丽 蝇 体 
内 ,这 些 红 头 丽 晶 胸 部 和 腹部 的 表皮 即 迅速 变 黑 。 
因而 Fraenkel 和 Hsiao(1965 ) 推断 血 淋 巴 中 存在 一 
种 能 促使 新 羽化 的 丽 蝇 表皮 县 化 的 因子 ,并 将 这 种 
子 命名 为 轰 化 激素 (bursicon) 。 

自从 被 发 现 以 来 ,， 莱 化 激素 一 直 被 认为 是 昆虫 
激素 研究 的 难点 ,在 被 发 现 ( Cottrell ,1962 ; Fraenkel 
and Hsiao, 1962) 后 的 40 年 中 没有 很 大 的 进展 ,其 
至 连 基 因 也 没有 获得 。 随 着 DNA 测序 技术 的 发 展 
IRER Ri Drosophila melanogaster 基因 组 全 序列 
的 破译 (Adams et al., 2000) , Dewey 等 (2004 ) 首次 
发 现 了 黑 腹 果 蝇 编码 又 化 激素 BURS 亚 基 的 基因 
CG13419 ,同时 还 发 现 , 在 刚 羽化 的 黑 腹 果 蝇 中 ,又 
化 激素 不 仅 能 够 促进 新 合成 表皮 的 轰 化 ,还 能 调控 
起 的 伸展 。 随 后 2 个 研究 组 Luo 等 (2005 ) 和 
Mendive 等 (2005 ) 几乎 同时 发 现 , 粤 化 激素 是 由 两 
个 胱 氨 酸 结合 蛋白 组 成 的 一 种 异 源 二 聚 体 ,其 中 一 
个 亚 基 即 为 BURS(a) , 另 一 个 亚 基 PBURS(B) 在 黑 
HREP hH CC15284 基因 编码 。 迄 今 在 节肢 动物 
EE B 2] SOUS H SEAH A HE GL HE SEHE 
TH HÆ ( Dewey et al., 2004; Huang et al., 2007; 
Van Loy et al., 2007 ; Richards et al., 2008 ; 杨 科 等 ， 
2012; Tanaka et al., 2014) , FH 5 4j ( Wilcockson et 
al., 2008) 和 蛛 形 纲 , E 4 TE USE S PARF E 
ALUA (Van Loy et al., 2007) 。 

对 荡 化 激素 功能 的 研究 主要 集中 在 其 能 够 调控 
新 羽化 成 虫 表皮 的 轰 化 和 翅 的 延展 ,具体 的 作用 机 
制 被 认为 是 莱 化 激素 首先 同 LGR2 受 体 (Leu-rich 
repeats-containing G protein-coupled receptor, 富 含 亮 
氮 酸 重复 序列 的 一 种 G 蛋白 受 体 ) 结 合 ,促进 cAMP 
的 大 量 合成 ,激活 下 游 PKA 的 活性 ,从 而 促进 了 栈 
氨 酸 产 化 酶 的 磷酸 化 ,活化 后 的 酷 氨 酸 产 化 酶 将 酷 
氨 酸 转变 为 多 巴 ,从 而 引起 昆虫 表皮 的 轰 化 ;同时 靶 












































































































































化 激素 经 由 cAMP/ PKA 信和 号 转 导 路 径 ,引起 昆虫 翅 
真皮 细胞 的 凋 亡 ,促进 翅 的 成 熟 和 延展 (Eriksen et 
al., 2000; Baker and Truman, 2002; Mendive et al., 
2005; Davis et al., 2007) 。 此 外 ,已 有 研究 结果 表 
明 , 昆 虫 体 内 一 些 细胞 中 存在 有 BURS 亚 基 和 
PBURS 亚 基 的 同 源 二 聚 体 (Luo et al., 2005; Dai et 
al., 2008) ,而且 这 些 同 源 二 聚 体 可 能 调控 昆虫 的 免 
疫 反 应 (An et al., 2008; An et al., 2012) 。 

轰 化 激素 从 1962 年 被 发 现 到 现在 已 经 有 50 多 
年 ,但 同 昆 虫 赔 皮 激 素 和 保 幼 激素 相 比 , 有 关 研 究 还 
相对 较 少 , H E SE E rp te REIR LS LBS x 
Tribolium castaneum、 烟 草 天 蛾 Manduca sexta. 等 模式 
昆虫 中 ,对 蚜虫 等 其 他 昆虫 报道 不 多 , 禾 谷 弱 管 蚜 
Rhopalosiphum padi ( Linnaeus ) 属 半 翅 目 蚜 科 , 是 小 
麦 等 多 种 不 谷类 作物 上 普遍 发 生 的 一 种 害虫 ,在 我 
国 广泛 分 布 ,是 小 麦 蚜虫 的 优势 种 ( 李 素 娟 等 ， 
2000) ,对 小 麦 的 产量 和 品质 影响 很 大 。 本 研究 以 
不 谷 缮 管 蚜 为 材料 ,采用 转录 组 测序 得 到 其 又 化 激 
素 基 因 cDNA 序列 ,通过 实时 奕 光 定量 PCR 方法 研 
究 该 基因 的 发 育 表 达 模 式 , 利 用 RNA 干扰 技术 分 析 
轰 化 激素 的 功能 ,以 期 为 进一步 研究 莱 化 激素 在 是 
虫 生长 发 育 及 免疫 防御 中 的 生理 功能 提供 基础 资 
料 ,为 害虫 的 防治 寻找 新 的 靶 标 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 和 主要 试剂 

不 谷 绒 管 蚜 为 河南 农业 大 学 实验 室 饲 养 种 群 ， 
使 用 小 麦 或 液体 饲料 饲养 ( 李 彩 霞 等 ,1997) ,饲养 
温度 为 24 VC ,相对 湿度 为 60% ~80% , 光 周 期 为 
16L: 8D。 液 体 饲 料 饲养 方法 是 采用 双 层 石蜡 膜 
( parafilm) X EMA ( Bradley, 1956) 。 

主要 试剂 :荧光 定量 试剂 盒 (SYBR Primer Script 
RT-PCR Kit) 反 转 录 试 剂 盒 ( PrimeScript® 1st Strand 
cDNA Synthesis Kit) 、 载 体 pMD18-T、 限 制 性 内 切 酶 
CEcoR. I 和 Hind M) VAR Xa FF E DH5a 均 购 自 
TaKaRa 公司 ,总 RNA 抽 提 试剂 (Trizol Reagent ) , 
MEGA Script RNAi Kit 购 自 Ambion。 其 他 试剂 均 为 
国产 或 进口 分 析 纯 。 
1.2 总 RNA 提取 及 cDNA 第 一 链 合 成 

取 供 试 禾 谷 缮 管 蚜 样品 ,采用 Trizol 法 提取 总 
RNA ,用 紫外 分 光 光 度 计 检测 其 纯度 和 浓度 。 根 据 
反 转 录 试 剂 盒 说 明 , 取 1 pg 总 RNA 样品 合成 cDNA 
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1.3 引物 设计 
根据 转录 组 测序 (数据 未 发 表 ) FARA 
E EE LEBER AES] bursicon-a 和 bursicon-B 序列 , A) 





用 Primer 5.0 软件 设计 引物 ,引物 合成 由 上 海 生 工 
生物 工程 有 限 公司 完成 。 引 物 及 具体 用 途 见 表 1。 





表 1 本 研究 引物 序列 列表 


Table 1 List of the primer sequences used in this study 


引物 用 途 引物 名 称 
Primer use Primer name 


引物 序列 (5 一 3 ) 


Primer sequences 





Rho-bursRTF1 
Rho-bursRTR1 
Rho-pbursRTF1 
Rho-pbursRTRI 
Rho-18SF1 
Rho-18SR1 


荧光 定量 PCR 引物 
Primers for qPCR 


CCACTCGCAAGATTATTCACA 
ACCTAGCAGTCACGATCACCC 
CTTGGACGGCTTCAAAGGACAT 
TCAATCTTACGCCATCGGGATC 
CGCAAAGACCTGGTGACTC 
CTGCCTTCCTTGGATGTGG 





Rho-bursRNAiFl 
Rho-bursRNAiRI 
Rho-pbursRNAiFl 
Rho-pbursRNAiRI 
EGFPRNAiFI 
EGFPRNAiRI 
Rho-bursT7 RNAiFI 
Rho-bursT7 RNAiRI 
Rho-pbursT7 RNAiFI 
Rho-pbursT7 RNAiRI 
EGFPT7 RNAiFI 
EGFPT7RNAIRI 


RNAi 引物 


Primers for RNA interference 


1.4 序列 分 析 及 进化 树 构建 软件 

XAR sey BI bursicon-a 和 bursicon-B 基因 序列 
进行 分 析 。 利 用 DNAMAN 进行 ORF 预测 及 蛋白质 
翻译 ;蛋白 理化 性 质 预测 采用 蛋白 组 学 在 线 ExPASy 
( http;//web. expasy. org/protparam/ ) 分 析 , 蛋白 质 
的 结构 域 采用 SMART 在 线 软件 分 析 。 运 用 NCBI 
BLAST Network Server 在 GenBank 中 对 豌豆 蚜 
Acyrthosiphon pisum ( Harris) 等 多 种 昆虫 的 bursicon- 
a 和 bursicon-B Ak H S4 3E RJ: 9] Ej JR i E TAA 
因 氨 基 酸 序列 进行 同 源 性 比 对 , 利用 生物 软件 
MEGAS.1 分 析 其 演化 关系 ,采用 Neighbor-joining 
(NJ) 法 构建 系统 进化 树 。 
1.5 实时 荧光 定量 PCR ( real-time fluorescent 
quantitative PCR) 

qPCR 采用 相对 定量 的 方法 计算 ,以 不 谷 缮 管 
蚜 18S rRNA 为 内 参 基 因 ,按照 试剂 盒 SYBR Primer 
Script RT-PCR Kit 方法 ,在 Mastercycler? ep Realplex 
Real-time PCR 检测 系统 上 进行 操作 ,反应 条 件 如 
下 :95Y 预 变性 10 min;95% 15 s,58%C 15 s,68% 20 
s, 共 40 个 循环 ;95% 15 s,58%C 15 $,95?C 15 s 用 于 

















ATGTCTACCATCAACCAGGAA 
GCTCATCAGCGGCATAGTTAG 
CAATAAACTTTATTGGCATC 
GTGTAAGAGCAATAATTCTC 
CCTGAAGTTCATCTGCACCAC 
CTCCAGCAGGACCATGTGATC 


GATCACTAATACGACTCACTATAGGGAGAATGTCTACCATCAACCAGGAA 
GATCACTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCTCATCAGCGGCATAGTTAG 
GATCACTAATACGACTCACTATAGGGAGACAATAAACTTTATTGGCATC 
GATCACTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTGTAAGAGCAATAATTCTC 
GATCACTAATACGACTCACTATAGGGAGACCTGAAGTTCATCTGCACCAC 
GATCACTAATACGACTCACTATAGGGAGACTCCAGCAGGACCATGTGATC 


记录 溶解 曲线 。 基 因 的 相对 表达 量 用 2 ^^" ris, 
其 中 : AC, = Capan 7 Cosan: C, = 
A Cg, ( Livak and Schmittgen, 2001 ) 。 Real-time 
PCR 实验 技术 重复 3 次 。 
1.6 禾 谷 绞 管 蚜 苗 化 激素 的 时 间 表 达 分 析 

分 别 取 不 同龄 期 [1 龄 .2 龄 .3 龄 .4 龄 在 蚜 、1 
日 龄 成 蚜 2 日 龄 成 蚜 ( 有 对 成 蚜 、 无 起 成 蚜 ) | 的 不 
TRESE 50 头 ,为 一 个 生物 学 重复 ,每 龄 期 重复 
3 次 。 分 别提 取 总 RNA, FESR, 以 Rho-bursRTF1 
和 Rho-bursRTRI 以 及 Rho-pbursRTF1 和 Rho- 
pbursRTRI 为 引物 ,以 18S rRNA 为 内 参 基因 进行 荧 
光 定 量 PCR ,分 析 不 同 发 育 时 期 苞 化 激素 的 转录 表 
达 水 平 。 相 对 定量 计算 方法 同 第 1.5 节 。 
1.7 RNA 干涉 

先 将 目的 基因 RNAi 片段 与 pMD18-T 载体 连 
接 , 经 测序 验证 正确 后 ,根据 MEGA Script RNAi Kit 
说 明 书 体外 合成 burs dsRNA( dsburs) 和 pburs dsRNA 
( dspburs) , LJ EGFP dsRNA( dsEkGFP) 为 对 照 。 将 合 
成 的 dsRNA 分 别 与 蚜虫 液体 饲料 混 匀 , 终 浓度 15 
ng/hL, 饲 喂 2 龄 不 谷 缮 管 蚜 若 蚜 36 h, 然 后 再 将 是 


Ciga = 
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虫 转移 到 新 鲜 的 小 麦 上 生长 至 成 蚜 第 2 天 ,观察 其 
表 型 变化 ,用 超 景深 三 维 成 像 系 统 拍 照 , 随 后 同时 分 
别 取样 ,每 个 样品 取 20 头 活 虫 ,生物 学 重复 3 次 ,分 

| 提取 样品 总 RNA, 反 转录 ,进行 荧光 定量 PCR 检 
测 干涉 效果 ,方法 同 第 1.6 节 。 











Hz 过 











学 


2 结果 


2.1 St EIL cDNA 序列 分 析 及 系统 
进化 树 构建 

序列 分 析 表 明 , ZR A Pi EY bursicon-a. 基因 
cDNA 开放 阅读 框 为 480 bp ,编码 159 PARIR 
基 , 预 测 的 蛋白 相对 分 子 质 量 为 17 491.2 Da, $H 
点 为 7. 96, 预测 信号 肽 位 于 第 1 - 23 位 氨基 酸 ; 
bursicon-B 基因 cDNA 开放 阅读 框 为 417 bp, 编码 
138 个 氨基 酸 残 基 , 预测 的 蛋白 相对 分 子 质量 为 
15 559.8 Da ,等 电 点 为 4 86 ,预测 信号 肽 位 于 第 1 - 








22 位 氨基 酸 。 

利用 SMART 在 线 软件 分 析 禾 谷 弱 管 蚜 轰 化 激 
素 氨 基 酸 序列 中 含有 CT 结构 域 ( C-terminal cysteine 
knot-like domain, CT domain) ,该 结构 域 有 利于 形成 
二 聚 体 结构 。bursicon-a 氨基 酸 序列 可 能 含有 1 个 
CT 结构 域 ,分 布 于 第 41 - 129 MARR, KEN 
89 aa( 图 1) ; bursicon-B 氨基 酸 序 列 亦 可 能 含有 1 
个 CT 结构 域 ,分 布 于 第 40 - 134 MAER, KEN 
95 aa( 图 2)。Blastx 搜索 结果 发 现 , 轰 化 激素 2 个 
亚 基 与 其 他 昆虫 相对 应 的 氨基 酸 序列 具有 较 高 的 一 
致 性 ,证 明 所 获得 的 基因 为 攻 化 激素 基因 。 

将 所 得 到 的 禾 谷 绒 管 蚜 轰 化 激素 a 亚 基 氨基 
酸 序 列 与 已 知 昆虫 纲 和 节肢 动物 门 甲壳 纲 水 重 
Daphnia arenata , 99 Rz z) 4] $$ YF HH. Strongylocentrotus 
purpuratus 轰 化 激素 a 亚 基 进 行 氨 基 酸 序列 比 对 分 
析 ( 图 3)。 基 于 a 亚 基 的 氨基 酸 序列 ,在 MEGAS. 1 
软件 中 采用 NJ 法 进行 聚 类 分 析 ,并 构建 系统 进化 





















































1 CGCCACTCGCAAGATTATTCACAGTATGATCTTTGAGTCGTA 
43 MTGTCTACCATCAACCAGGAATTTTTCAAATATCTGATAGTATTGGCTATG 
1 M S T I N Q E E E K XY L I V L A M 
94 TGCAACATGGCCTTTGCTAATAACGGCAACGGGGTGATCGTGACTGCTAGG 
18 CN M A E A N N G N G V I V T A R 
145 TCTAGCGACGACTGCCAAGTAACACCCGTCATCCATGTCTTACAGTACCCA 
35 S.S DD cC Q.V TP V Io H V :Eh "Or YP 
196 GGATGTGTTCCTAAGCCAATACCATCGTTTGCATGTACAGGACGCTGCAGC 
52 GC V P KK P I P S -F-A C T G aR CS 
247 AGCTATCTACAAGTTTCTGGGTCTAAAATATGGCAAATGGAAAGGTCTTGT 
69 S.——Y- "b V S G S K I W M E R S C 
298 ^ ATGTGCTGTCAAGAAAGCGGTGAACGAGAAGCTTCGGTATCACTCTTTTGC 
86 M C C Q E S G E R E A S V S L F C 
349 — CCAAAAGCCAAACAAGGCGAGAAAAAATTTAGARAGGTTACTACAAAAGCT 
103 P K A K G E K K F R K V T T K A 
400 —— CCATTGGAATGCATGTGTCGCCCTTGTACGGGTATTGAAGAAAGTGCGGTA 
120 P L E C M C R P C T G I E E S A V 
451  ATTCCTCAAGAAATGTCTAACTATGCCGCTGATGAGCCACCAATCAACGGT 
137 I P Q E M S N Y A A D E P P I N G 
502 CATTTTTCTAAATCTATTTAAATTATTAATCAATAAATAAAGAAAGTGTTT 
154 H F S K S I * 

5:543 ATATTACTTTCATTTTTATACAGTTTCTAAATTCTTTATCTACCACCC 


Fig. 1 
核 苷 酸 序列 粗 体 处 分 别 为 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 , 虚 下 划 线 处 为 RNAi 序列 ;氨基 酸 序列 上 




















Al RAT RAR o 亚 基 基因 序列 及 推测 的 氨基 酸 序列 


Nucleotide and deduced amino acid sequences of bursicon-a from Rhopalosiphum padi 





























站 下 划 线 处 为 预测 的 信号 肽 序列 , 双 下 划 线 处 为 预 


测 的 CT 结构 域 。The bold nucleotide sequences are initiation codon and termination codon, respectively; the dashed underline shows RNAi sequence. 


The single underlined amino acid sequence represents the predicted signal peptide sequence, and the double underlined amino acid sequence indicates the 


predicted CT domain sequence. 
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i] TTTGGAAGTCATAAACAGTTTTGTCGTGAACGTTAACAGTCACTGT 
47 TAACTGATCAGTCACTGATCTGGATTATTTCAATAAACTTTATTGGCATCT 
98 ATATTGTGTAAGTACCTATATTTACTTACACTGCGTGTCTGCGTATAACAC 
149 ATTTTGTCATTTACTACATTTTAATTTTTTACTAAATAATTATTAGCAATT 
200 ^ ATGTACACGACTCAATTGTTTATCATCTCTATCGCGATTTTTTTCGTACAT 
I M X T TQ LF I I1 S I A I F F V H 
251 AATAACGTACTCGCAGAAGATAATCCAGAAGAATGTGAAACTTTGCCTTCT 
18 N N V L A E D N P E E C E T L P S 
302 GAATTGCATATCATTAAAGAGGAGTTTGACGAGCTTGGACGGCTTCAAAGG 
35 E L H I I K E E F D E L G R L Ọ R 
359 ACATGTAATGGTGACATAGCAGTGAACAAGTGTGAAGGAGCGTGCAATTCA 
52 T C N G D I A V N K C E G A C N S 
404 CAAGTACAACCTAGTGTCATTACTCCTAGTGGATTCTTAAAAGAATGTTAT 
69 V P-S- V T TOP S G EE— LK EC Y 
455 TGTTGTCGTGAAACATTTTTGAGGGAGAGAATTATTGCTCTTACACATTGC 
86 COCOR -BT POBL R E R Ii I A L.—T- H—C 
506 TACGATCCCGATGGCGTAAGATTGACGAGTGAGAAATTGGCCACTTTGGAA 
103 Y D P D G V R L T S E K L A T L E 
554 GTAAAACTAAAAGAACCAGCGGACTGCAAATGTTTTAAATGCGGAGATTTC 
120 V K L K E P A D C K C FF K C G D -E 
608 TCCGGATAAATTAATGTTTTAAAATCCATATGATATGTAGCAACTTTTTCA 
137 S G * 
659 TCGTTTTGTTTTACT 






















































































图 2 IT ATAR B 亚 基 基因 序列 及 推测 的 氨基 酸 序列 

















Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of bursicon-B from Rhopalosiphum padi 
核 昔 酸 序列 粗 体 处 分 别 为 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 , 虚 下 划 线 处 为 RNAi 序列 ;氨基 酸 序列 单 下 划 线 处 为 预测 的 信号 肽 序列 , 双 下 划 线 处 为 预 


测 的 CT 结构 域 。The bold nucleotide sequences are initiation codon and termination codon, respectively; the dashed underline shows RNAi sequence. 











The single underlined amino acid sequence represents the predicted signal peptide sequence, and the double underlined amino acid sequence indicates the 


predicted CT domain sequence. 














WES). BES nT LUE HI TRA A S 9E TGURURR 
a AV. AE 552388 H EG 1B SAL SPEI HS CRUS] Bursicon-a 
RERO FR gU, 5 HP se 4g o K ECREUR K 2] 2 TRI 
的 Bursicon-a 亲缘 关系 较 远 ,这 与 a 亚 基 氨基 酸 序 
列 多 重 联 配 分 析 结 果 相 符 ( 图 3)。 

将 所 得 到 的 禾 谷 绒 管 蚜 葡 化 激素 B 亚 基 氨基 酸 
HE 5j C. I EE R 29 L5 Bc] 3 C] P se 23 s E 
Callinectes sapidus 欧洲 龙虾 Homarus gammarus ,7K.3& 
D. arenata , Jf aY FHE S. purpuratus EM YA 
素 B 亚 基 进行 氨基 酸 序列 比 对 分 析 ( 图 4)。 基 于 B 
亚 基 的 氮 基 酸 序列 ,在 MEGAS. 1 软件 中 采用 NJ 法 进 
行 聚 类 分 析 , 并 构建 系统 进化 树 ( 图 6)。 由 图 6 可 
知 ,不 谷 绒 管 蚜 B. MEAE 238 H ERGA og 
的 Bursicon-B 2&2 2& Z& lr , Ej Hae 2E RUBRSE 2 3] 
紫 海胆 的 Bursicon-B. 亲缘 关系 较 远 ,这 与 B 亚 基 毛 基 





























酸 序列 多 重 联 配 分 析 结 果 相 符 ( 图 4) 。 
2.2 KS A E E ER ALD EE [ALB SCARE 
荧光 定量 PCR 结果 分 析 显 示 , ALR a EAE 
和 有 亚 基 基 因 在 禾 谷 弱 管 蚜 不 同 发 育 阶段 均 有 表 
达 , 但 表达 量 有 所 不 同 。 两 个 亚 基 基因 的 表达 趋势 
相似 ,1 龄 知 蚜 表达 量 最 高 ,2 龄 之 后 开始 下 降 , 随 后 
几乎 稳定 表达 直到 成 虫 (图 7: A). 2 日 龄 成 蚜 有 
翅 与 无 翅 相 比 ,a 亚 基 和 B 亚 基 基 因 均 在 有 翅 成 蚜 
中 表达 量 显著 高 于 无 翅 成 蚜 ( 图 7: B). 
2.3 RNAi 介 导 的 叔 化 激素 基因 沉默 对 不 谷 绒 管 
蚜 表 型 的 影响 
通过 体外 合成 dsburs， dspburs 和 dsEGFP , 与 液 
体 饲料 混 匀 饲 喂 蚜 虫 ,以 dsECFP 为 对 照 。 荧 光 定 
t PCR 结果 显示 , 饲 咀 dsburs 和 dspburs 的 蚜虫 对 
应 目的 基因 的 表达 量 与 对 照相 比 显 车 降低 ( 图 8) 。 
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-D_burs --MSTINQEFFKYLIVLAMCNMAFANNG. . - - . - NGVIVTARSSD. ....... 
.p burs . - MSTINQEFFRYLTVLAMCSMAFADNG. ..... NGVVVTARSSB. ....... 
.l burs - - - - MTSTIQILMHGAVVIAMMLAESFQ. ...... EDAKPAVSSB. ....... 
.c burs -MKPLLSLVTLWKLTIFLSSMCLDPRLN..... SKIQVSGASTTB. ....... 
-g-burs . MKSTFLVVLELAFFLLPGRVLYAQKD. ..... SEDGGSHYSSB. ....... 
.h burs ..  MIIKRTNIETVILLTIWFPLIFVIG...... HHGIQSSLATDB. ....... 
.d burs MEVSVFRCNNQNLRCGILSYGMLLMILIQFGLDAVKGDNTVIGTBNDISHIGD 
.m burs MLRHLLRHENNKVFVLILLYCVLVSILK...LCTAQPDSSVAATBNDITHLGD 
Lx burs. — MANKKSALLHKTG. . WFILFIN....... GLS. AIVHIB. - - - - - - - 
sr — 6xe5sz MFRVESLFLFHVVGVGLLICLMT....... GTTRAIIGVB........ 
m Durs. ilv MLLYHIVGASVLICLLN....... ETAKAIIGVB........ 
sE- pūra ^ rexsikELkR i MLLYHIVGASVLICLLN....... ETAKAIIGVB........ 
.& burs - MARFEFITLSLVFMSAFQLQDKPVQALQ. . . . SVEVQLPPG. ........ 
.m burs .  MSVLN. TFLVIVALILCYVNDFPVTGH. ...... EVQLPPGTK. ... 
.s burs - MYALDFLFIAFVYFAACHIQEKPVRAQ. ...... EYQEPPG: - e. 
"Ahura pe aE a E Ea MMFLLVG......... LVSVIRAB. ....... 
sp-burs« es MATLTTTQSSLLMLALILLSLTT. ........ SOLVLA. 2 
onsensus c 
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图 3 禾 谷 弱 管 蚜 和 其 他 物种 轰 化 激素 a 亚 基 和 氨基 酸 序列 的 多 重 联 配 
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176 
173 
155 
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132 
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70.19% 
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63.19% 
56.25% 
56.17% 
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26.42% 


Fig. 3 Multiple sequence alignments of amino acid sequences of bursicon-a from Rhopalosiphum padi and other species 


PAREHA a 亚 基 基因 GenBank 序列 号 Species name and GenBank accession number of bursicon-a; R. p: 7K iE] Rhopalosiphum padi; 
A. p: BEI Acyrthosiphon pisum, XM 001946306. 3; N. 1; 褐飞虱 Nilaparvata lugens, AB817240. 1; T. c; 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum, NM 
001114307. 1; A. g: 冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae, AY735443. 1; P. h; X if Pediculus humanus corporis, XM 002430737. 1; M. d: Zg Musca 
domestica, EF424614.1; D. m; 黑 腹 果 蜗 Drosophila melanogaster , NM 142726.2; N. v: WIMKE Nasonia vitripennis, NM 001162380. 1; 





M.r: 
































Ja Ynt% Megachile rotundata , XM 003706607. 1; A. m; 西方 蜜蜂 Apis mellifera , NM 001098234. 1; A. f; 小 蜜蜂 Apis florea, XM 


003692348.1; H.a: 棉铃 虫 Helicoverpa armigera, KJ002445. 1; B. m; ZÆ Bombyx mori, NM 001098375. 1; M. s; 烟草 天 蛾 Manduca sexta , 
DQ094149. 1; D. a; 甲壳 纲 水 防 Daphnia arenata, EU139431.1; S. p: 环 皮 动物 紫 海 胆 Strongylocentrotus purpuratus, NM 001110249. 1. 黑色 阴影 


表示 一 致 性 为 100% ,灰色 为 75% ~90% , 浅 灰 为 50% — 7596 , 
























































白色 为 50% 以 下 ;下 标 三 角形 黑 点 的 11 个 半 胱 氨 酸 C 为 二 硫 键 结合 位 点 。 序 列 


后 面 百 分 数 表示 不 谷 绒 管 蚜 bursicon-a 氨基 酸 序列 与 其 他 物种 相应 氮 基 酸 序列 的 一 致 性 。The black shading indicates 100% identity, gray for 
75% -90% , light gray for 50% — 7596 , and white for less than 5096. The 11 cysteine C with subscript triangular black spots are binding sites for 














disulfide bond. The percentage behind the sequences indicates amino acid sequence identity of bursicon-Q between R. padi and other species. 
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Cos Dbürs* 20930: 00 E ELUN P LII EIE MWCGRGTAVAVVV.... 13 
Hag DDurS. ei a A DN De UAE EE MWT...TVVBVYVV.... 10 
Dacnbire Ge ns ra E AE N E aa MFWY..... VIL... 9 

cpopburs| 606 5 20m SAIL RIA S lloc ANE LUE E MYTTOLFI..... 8 
Aupspburso 32. 2924 oa aoa me ANTENAS Laco micum udine MYTTQRFI..... 8 
其 METHTLIL..... 8 
1:56 nbHES -oe lovis ense RE xe e Res T RCFEXKEP E eR Rd E cs MFDKIILC..... 8 
Acm pburs- €. «cc c ise DUE EN eer NC dA eas A MKENFSIMFIHSIFL 15 
P.h-nburs oeie a e aa Ede Er RENE ERE G EARN PR EE MVIQSCFVL. .... 9 
和 ES MLKLWKLSLQCLFIC..... 15 
D.m nburg- ob ee xA ee i RA UESTRE MHVQELLFV. .... 9 
A-acpbürs 52. x2 so cdue e Pino Ese e er as AA d. Eie MYRLETGQIFAALCC. ...M 16 
A.g pburs | MNIPARHGANHHELFVGIGRSAADESNSNIATVFHRQSRVEMCNSVRTALAASNCCSIVLC 61 
H-avpburs. S.S CL CR LESEN LN DRE qo IE dra MYSAMYKILSIYA... 13 
Ms pburs8 ”sae dO ol NGA E cR Seu S MGFLSGKIVFVFS 13 
B.B-Dbürsy dr SE tee ALIE dE MNIMITKIFFLV 12 
SD nete Le c See Messa Ni E DM ALLEM Uim MC MLLELV..... 6 
Consensus 
C.s pburs . . VAVVLAVLPEVVHSRTYGV 71 
H.g pburs  ...VCVVAAP. . . CTHARRYDL 65 
D.a pburs ... LGAGSSRETLASKTNLMS 67 
R. p pburs| .  ISIAIFFVHNNVLAEDN E 66 
À.p pburs .  ISIAIIIVHNNVLAEDN IE 66 
N.1 pburs . LLFTSSEVWFYNAHAGE E 66 
T.c pburs . - LVYAT. .. CVYSVSEIS E 63 
A.m pburs .  ILIIFIYSNETIAQVTD E 173 
P.h pburs . SFVIILIELTNKISGEK D 67 
M. d_pburs . LLLFVENLTNALRYSQGTG IE 75 
D.m pburs .AAILVPQCLRALRYSQGTG E 69 
A. a_pburs SLLPQLLYRSVSVEAQHQPG E TT 
A.g pburs CVLLLTLTLTVAVTAQHNQA E 122 
H. a_pburs - IQLLFTLVLN. ... CAA IDM SISSGEV SL 67 
M.s pburs -LHLLEFITIN..... IDM IRS9SGDVSLU 66 
B.m pburs - - - QLFYIVVSK. ... SSA EM SISSGEV SK 65 
S.p pburs . VLLCGAGSVSRVSSLAD m IDNLQRTLRISRKRV QUINQ| 64 
Consensus c v ceg c 
C: SG. AKATQQV 131 
H. TG. DRGTLVI 125 
Da TG. KSSSLDV 127 
区 E TSEKLATLEV 127 
A. TSDKLATLEV 127 
N. S TGAPHSQMDV 127 
T S TAETVNSMDV 124 
A. S MNEENGVMET 134 
P. TEDSRKSMDI 120 
M. S NSPEMATMDI 136 
D. S TSPEMGSMDI 130 
A. S TDHDSATMEI 138 
A. S TDHESATMEI 183 
H. EEEDSAIMEV 128 
M. EDEDNAIMEV 127 
B. EDEENALMEV 126 
S: TD. PDFTHQY 122 
Consensus 
C. s_pburs 141 55.24% 
H. g_pburs 135 58.7096 
D: a_pburs 137 55.71% 
137 
E D_pburs 137 971096 
N.1 pburs 137 65.0096 
T.c pburs 134 64.4996 
A.m pburs 144 51.72% 
P.h pburs 126 55.40% 
M. d pburs 146 59.18% 
D.m pburs 140 602896 
A.a pburs 148 62.42% 
A. g_pburs 193 45.8896 
H.a pburs 138 58.27% 
M.s pburs 137 56.0396 
B.m pburs 136 54.29% 
S.p pburs 130 29.71% 
Consensus 

图 4 KT PRETI RIERAE IIR B 亚 基 氨基 酸 序列 的 多 重 联 配 
Fig. 4 Multiple sequence alignments of amino acid sequences of bursicon-B from Rhopalosiphum s and other species 
种 名 及 其 县 化 激素 B M Ep] GenBank 序列 号 Species name and GenBank accession number of bursicon-B: C. s; 上 AE Callinectes sapidus, 





























EU677190.1; H. g: 甲壳 纲 欧洲 

















龙虾 Homarus gammarus, HM113370.1; D.a; PWK Æ Daphnia arenata, EU13 
padi; A. p: WE 是 Acyrthosiphon pisum, XM_008181228. 1; N. 1; 褐飞虱 Nilaparvata lugens, AB817241. 1; T. c: 

















9430. 1; R. p: 
赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum , 


NM_001114308. 1; A. m; 西方 蜜蜂 Apis mellifera , NM. 001040262. 2; P. hi; XF Pediculus humanus corpori , XM, 002430736. 1 ; 


domestica, EFA24613.1; D. m; H 











TAS EUER. 


M. d: Zt Musca 


ERW Drosophila melanogaster, NM, 135868.2; A. a: 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti, XM_001663860. 1; A. g: 冈比亚 


按 蚊 Anopheles Gambiae, AY823259. 1; H. a; WHS IE Helicoverpa armigera , KJ002446. 1; M. s; 烟草 天 蛾 Manduca sexta, DQ291147.1; B. m; KÆ 


Bombyx mori, NM 001043824.1; 
90% , iX JK 2M 5096 — 7596 ,白色 为 50% LA F, FER 





S. p: JE EZ zh EE 18$ HH. Strongylocentrotus purpuratus, NM, 001110247. 1. 黑色 阴影 3 











£j 10096 一致 ,灰色 为 75% ~ 
三 角形 黑 点 的 11 个 半 胱 氨 酸 C 为 二 硫 键 结合 位 点 ; 序列 后 面 百分数 表示 不 谷 缮 管 蚜 


bursicon-B 氨基 酸 序 列 与 其 他 物种 相应 氨基 酸 序列 的 一 致 性 。The black shading indicates 100% identity, gray for 75% — 9096 , light gray for 


5096 -75% , and white for less than 50%. 





behind the sequences indicates the amino acid sequence identity of bursicon-B between R. padi and other species. 


The 11 cysteine C with subscript triangular black spots are binding sites for disulfide bond. The percentage 


110 昆虫 学 报 Acta Entomologica. Sinica 


58 卷 





100r RAropatosiphum padi burs 

[XM 001946306.3| Acyrthosiphon pisum burs 

[4B817240.1| Nilaparvata lugens burs 

INM_001114307.1| Tribolium castaneum burs 

[AY 735443.1| Anopheles gambiae burs 

[XM 002430737.1| Pediculus humanus corporis burs 

[EF424614.1| Musca domestica burs 

[NM 142726.2| Drosophila melanogaster burs 
I|NM 001162380.1| Nasonia vitripennis burs 

[XM 003706607.1| Megachile rotundata burs 

[NM 001098234.1]|.4pis mellifera burs 

[XM 003692348.1|.4pis florea burs 

[KJ002445.1| Helicoverpa armigera burs 
INM_001098375.1| Bombyx mori burs 

[DQU94149.1| Manduca sexta burs 

| 下 QU139431.1| Daphnia arenata burs 


[NM 001110249.1| Strongylocentrotus purpuratus burs 
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图 5 禾 谷 缮 管 蚜 和 其 他 物种 县 化 激素 a 亚 基 氨基 酸 序列 系统 发 育 树 


Fig. 5 Phylogenic tree based on amino acid sequences of bursicon-a from Rhopalosiphum padi and other species 
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种 名 及 其 缀 化 激素 a 亚 基 基 因 GenBank 序列 号 Species name and GenBank accession number of bursicon-a ; RRA E R. padi; Skid Acyrthosiphon 
pisum, XM 001946306.3; %5 KEL Nilaparvata lugens, AB817240. 1; 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum, NM 001114307. 1; 冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae , 
AY735443. 1; 3k, Pediculus humanus corporis, XM 002430737. 1 ; 家 蜗 Musca domestica, EF424614. 1; 黑 腹 果 蝇 Drosophila Melanogaster, NM 142726. 
2; 丽 蝇 肾 集 金 小 蜂 Nasonia vitripennis, NM 001162380. 1; Ti 48 UJ HF SE Megachile rotundata, XM 003706607. 1; 西方 蜜蜂 Apis mellifera, NM 
001098234. 1; 小 蜜蜂 Apis florea, XM 003692348. 1; fit Ui Helicoverpa amrigera, KJ002445. 1; ZZ Bombyx mori, NM 001098375. 1; 烟草 天 蛾 
Manduca sexta, DQ094149. 1; Hizg297K3$& Daphnia arenata, EU139431. 1; PEZH SE T8: BH. Strongylocentrotus purpuratus, NM 001110249. 1. 标尺 示 遗 
传 距离 ;拉丁 文 种 名 前 为 GenBank 登录 号 。Scale bar indicates the genetic distance, and the GenBank accession numbers are before the Latin names. 



































[EU677190.1| Callinectes sapidus pburs 
|HM113370.1| Homarus gammarus pburs 
|EU139430.1| Daphnia aremata pburs 
Rhopalosiphum padi pburs 

IXM_008181228.1| Acyrthosiphon pisum pburs 
|AB817241.1| Nilaparvata lugens pburs 
INM_001114308.1| Tribolium castaneum pburs 
INM_001040262.2| Apis mellifera pburs 
[XM 002430736.1| Pediculus humanus corporis pburs 
[EF424613.1| Musca domestica pburs 

|NM 135868.2| Drosophila melanogaster pburs 
[XM, 001663860.1| Aedes aegypti pburs 

[A Y823259,1| Anopheles gambiae pburs 

[KJ002446.1| Helicoverpa armigera pburs 

|DQ291147.1| Manduca sexta pburs 

INM 001043824.1| Bombyx mori pburs 

|NM, 001110247.1| Strongylocentrotus purpuratus pburs 
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Fig. 6  Phylogenic tree based on amino acid sequences of bursicon-B from Rhopalosiphum padi and other species 
































种 名 及 其 县 化 激素 B 亚 基 基因 GenBank 序列 号 Species name and GenBank accession number of bursicon-B: HB 55b WE Callinectes sapidus, 
EU677190.1; PERKY JNF Homarus gammarus, HM113370. 1; Hi z& 47K 3& Daphnia arenata, EU139430. 1; RRA Wf R. padi; Wi 
Acyrthosiphon pisum, XM, 008181228. 1; %5 i Nilaparvata lugens, AB817241. 1; 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum, NM, 001114308. 1; PI 7; 8E $% Apis 
mellifera, NM, 001040262. 2; 3k s, Pediculus humanus corpori, XM. 002430736. 1; Z Wg Musca domestica, EFA424613. 1; 黑 腹 果 晶 Drosophila 
melanogaster, NM. 135868. 2; 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti, XM. 001663860. 1; 冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae, AY823259. 1; $85 E Helicoverpa 
armigera, KJ002446. 1; 烟草 天 蛾 Manduca sexta, DQ291147. 1; ZÆ Bombyx mori, NM 001043824. 1; 环 皮 动物 紫 海 胆 Strongylocentrotus 
purpuratus, NM, 001110247. 1. 标尺 示 遗 传 距离 ;拉丁 文 种 名 前 为 GenBank 登录 号 。Scale bar indicates the genetic distance, and the GenBank 




























































































accession numbers are before the Latin names. 
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Fig. 7 


轰 化 激素 基因 在 禾 谷 缮 管 蚜 不 同 发 育 时 


Relative expression levels of bursicon-o and bursicon-8 from Rhopalosiphum padi in different 








8] CA 和 不 同 翅 型 成 贝 (B) 中 的 相对 表达 量 








developmental stages ( A) and different morphs of adults ( B) 
1L: 1 fft lst instar nymphs; 2L; 2 龄 若 蚜 2nd instar nymphs; 3L; 3 龄 若 蚜 3rd instar nymphs; 4L; 4 龄 若 蚜 4th instar nymphs; Al; 1 日 龄 成 
是 1 day-old adult aphids; A2: 2 日 龄 成 蚜 2 day-old adult aphids. 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 差 , 柱 上 的 双星 号 表示 有 翅 成 虫 和 无 翅 成 虫 间 经 1-1] 


验 差 异 显著 ( 已 <0.01) Data in the figure are mean + SD, and the double asterisks above bars indicate very significant difference between the winged 








adult aphids and wingless adult aphids determined by the Student’ s t-test ( P «0. 01). 
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人 饲 喂 含 dsburs 或 dspburs 的 饲料 后 禾 谷 弱 管 蚜 攻 化 激素 a 亚 基 (A) 和 B 亚 基 (B) 基 因 的 相对 表达 量 














Fig. 8 Effect of feeding the diets containing dsburs or dspburs on the transcript level of bursicon-a ( A) 


and bursicon-B (B) from Rhopalosiphum padi 
图 中 数据 为 平均 值 上 标准 差 , 柱 上 的 三 星 号 表示 处 理 和 对 照 间 经 c0] 05 2: S] EE (P «0. 001) Data in the figure are mean + SD, and the triple 


asterisks above bars indicate extremely significant difference between the treatment and the CK determined by the Student’ s t-test ( P <0. 001 ). 














超 景深 成 像 系 统 观 察 表明 , T] WR. dsburs 和 dspburs 的 
不 谷 缮 管 蚜 体 壁 黑 化 程度 与 EGFP 对 照 组 相 比 明显 
降低 (图 9 和 10)。 





3 结论 与 讨论 








昆虫 表皮 的 县 化 是 伴随 着 赔 皮 而 发 生 的 ,在 最 
后 一 次 赔 皮 过 程 中 ,表皮 的 合成 及 又 化 至 少 受到 6 
种 激素 的 协同 调控 , 其 中 包括 促 前 胸腺 激素 
( prothoracicotropic hormone, PTTH), Wi Æ i zx 
(molting hormone, MH ) , i Z 1t R 1C z& ( ecdysis 
ETH ) , 、 羽 化 激素 (eclosion 
hormone, EH ) , 甲壳 动物 心脏 激活 肽 (crustacean 
cardioactive peptide, CCAP) MMAR, HPE 
激素 是 调控 表皮 黑 化 和 硬化 所 必需 的 (Davis et al., 


triggering hormone, 

















2007), 

本 研究 利用 转录 组 测序 首次 得 到 了 不 谷 缮 管 蚜 
WALIE a 亚 基 和 B 亚 基 cDNA. 的 开放 阅读 框 序 
列 。 序 列 分 析 表 明 : 所 得 到 的 叔 化 激素 与 其 他 昆 忠 
的 芋 化 激素 有 较 高 的 序列 一 致 性 。 例 如 所 得 到 的 禾 
tst E bursicon-a di [s] Ej Bi 3 T. bursicon-a d 
氨基 酸 序列 一 致 性 高 达 96. 86% , Ej 9) KE bursicon- 
a 基因 氨基 酸 序列 一 致 性 也 达 70. 1996 ;不 谷 绒 管 蚜 
bursicon-B 基因 氨基 酸 序列 与 纹 豆 蚜 bursicon-B 基因 
氨基 酸 序 列 一 致 性 高 达 97.10% , 5j 35) KE bursicon- 
B 基因 氨基 酸 序列 一 致 性 也 达 65. 00% ,这 表明 所 得 
到 的 基因 为 不 谷 绒 管 蚜 bursicon 基因 。 进 一 步 氨 基 
酸 序 列 多 重 联 配 分 析 发 现 ,bursicon-a 和 bursicon-B 基 
因 的 氨基 酸 序列 均 极 其 保守 (图 3 和 4) ,尤其 在 CT 
结构 域 中 ,其 保守 性 尤为 明显 ,更 重要 的 是 两 个 亚 基 
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9 A RALAR a 亚 基 基因 干涉 后 表 型 的 变化 
Fig. 9 Phenotype after RNAi-mediated knockdown of bursicon-a from Rhopalosiphum padi 
A, Ci filli dsEGFP 的 饲料 Fed with food containing dsEGFP; B, D; ARAA dsburs 的 饲料 Fed with food containing dsburs. 
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图 10 RE PLUR B 亚 基 基因 干涉 后 表 型 的 变化 
Fig. 10 Phenotype after RNAi-mediated knockdown of bursicon-B from Rhopalosiphum padi 
A, Ci fil dsEGFP 的 饲料 Fed with food containing dsEGFP; B, D; AIRAA dspburs 的 饲料 Fed with food containing dspburs. 





都 有 11 个 半 胱 氨 酸 (C) 残 基 , 其 中 C1-07, C2-C8, — 2005), KB C6 和 C7 紧密 相连 ,在 C5 和 C6 以 及 
C3-C9, CA-CIO 和 C5-C11 之 间 通 过 二 硫 键 相连 接 ， ”C9 和 CIO 之 间 均 只 隔 1 个 氨基 酸 残 基 ( Vitt et al., 
中 间 的 C6 是 2 个 亚 基 共 价 聚合 位 点 (Luo et al, — 2001) ,另外 这 些 物种 的 bursicon-a 基因 氨基 酸 序列 
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C3 和 C4 以 及 C10 和 C11 之 间 均 分 别 为 C-X-G-X-C 
CX 为 任意 氨基 酸 ) 和 C-R-P-C 氨基 酸 残 基 ( 图 3)， 
而 bursicon-B 基因 氨基 酸 序列 C3 和 C4 以 及 C10 和 
C11 之 间 均 分 别 为 C-E-G-X-C 和 C-X-X-C ( X 为 任 
意 氨基 酸 ) 氨基 酸 残 基 ( 图 4)。 这 更 说 明 贱 化 激素 
两 个 亚 基 以 二 上 聚 体形 式 起 作用 (Luo et al., 2005), 
An 等 (2009 ) 利用 在 哺乳 动物 细胞 293T 中 表达 的 
双 翅 目 昆 虫 家 蝇 的 县 化 激素 重组 蛋白 ,注射 和 人头 部 
结扎 的 果 蝇 体内 ,也 能 够 促使 果 晶 表 皮 发 生 莱 化 反 
应 。 氮 基 酸 序列 比 对 结果 表明 LTRAS A A A 
以 及 褐飞虱 3 种 昆虫 东 化 激素 基因 一 致 性 高 达 
86% 左右 ,推测 瑟 化 激素 在 半 翅 目 昆 虫 之 间 可 能 具 
有 跨 物种 活性 。 

实时 奕 光 定 量 PCR 分 析 结 果 显 示 , 轰 化 激素 a 
PB 亚 基 基因 在 不 谷 绒 管 蚜 生长 发 育 的 各 个 阶 
段 均 有 表达 (图 7: A) ,与 其 他 昆虫 的 表达 结果 相似 
( Huang et al., 2007; An et al., 2009) , ixi] [5 
激素 除了 在 成 虫 中 调控 表皮 的 轰 化 及 翅 的 伸展 外 ， 
在 幼虫 中 也 发 挥 着 一 定 的 作用 ,但 在 幼虫 中 的 功能 
还 有 竺 研究 。 不 谷 绒 管 蚜 县 化 激素 o EAE B 亚 基 
基因 在 有 翅 成 蚜 中 表达 量 显著 高 于 无 翅 成 蚜 ( 图 7: 
B) 。 这 可 能 与 缀 化 激素 调控 新 羽化 成 虫 翅 的 伸展 
有 关 ,与 前 人 的 研究 结论 一 致 ( Dewey et al., 2004; 
Kimura et al., 2004; Huang et al., 2007; Bai and 
Palli, 2010; Honegger et al., 2011) 4 

发 育 表 达 模 式 也 发 现 , 不 谷 绒 管 蚜 语 化 激素 的 
两 个 亚 基 基因 均 在 该 蚜虫 1 龄 奋 蚜 时 期 表达 量 最 高 
(图 7: A) ,这 个 结果 与 以 果 蝇 、 家 晶 、 家 看 为 代表 的 
表达 模式 有 所 不 同 ,在 果 晶 、 家 蝇 、 家 看 等 昆虫 中 靶 
化 激素 a 和 B 亚 基 基因 均 在 肾 期 表达 量 最 高 
(Dewey et al., 2004; Huang et al., 2007; Wang et 
al., 2008) 。 这 很 可 能 暗示 着 禾 谷 弱 管 蚜 县 化 激素 
在 工龄 若是 中 发 挥 着 更 为 重要 的 生理 功能 。An 等 
(2012) 鉴 定 了 轰 化 激素 可 以 调控 黑 腹 果 蝇 免 疫 相 
关 基 因 的 表达 。 在 本 研究 中 ,新 产 出 的 工龄 若 蚜 表 
皮 比 较 柔 软 , 和 免疫 防御 能 力 较 低 ,不 谷 缮 管 蚜 1 龄 各 
是 轰 化 激素 表达 量 高 很 可 能 与 其 调控 免疫 功能 
关 。 发 育 表 达 模 式 还 发 现 ,在 不 谷 绒 管 蚜 每 个 发 育 
时 期 ,B 亚 基 基 因 的 转录 表达 量 均 高 于 a 亚 基 , 类 似 
的 现象 在 灰 飞 乱 Laodelphax striatellus 中 也 曾 被 发 现 
( 杨 科 等 ,2012)。 既 然 两 个 亚 基 (a IE SERI B 亚 
基 ) 通 过 二 硫 键 相互 结合 组 成 缀 化 激素 发 挥 作用 ， 
那么 两 个 亚 基 必 然 是 等 量 表达 的 ,但 本 研究 发 现 两 
个 亚 基 基 因 的 表达 量 并 不 相等 ,这 暗示 着 两 个 亚 基 
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不 仅 能 够 组 成 异 源 二 聚 体 ,也 能 组 成 同 源 二 聚 体 ， 
与 前 人 研究 结果 相似 (Luo et al., 2005), An 
等 (2012 ) 发 现 妈 化 激素 同 源 二 聚 体 可 以 通过 IMD 
信和 号 途径 来 调控 黑 腹 果 晶 免疫 相关 基因 的 表达 ， 
我 们 发 现 B 亚 基 基因 在 不 谷 绒 管 蚜 1 龄 若是 中 显 
著 高 于 a 亚 基 基因 (图 7: A) ,这 极 有 可 能 是 B 亚 基 
组 成 同 源 二 聚 体 调 控 1 龄 若 蚜 的 免疫 功能 。 在 本 研 
究 中 推测 存在 同 源 二 聚 体 以 及 1 BERRAR K 
达 量 高 可 能 与 免疫 相关 基因 表达 有 关 还 需 深 入 
探讨 。 

轰 化 激素 的 主要 功能 是 调控 表皮 的 轰 化 及 翅 的 
伸展 。 本 研究 利用 RNAi 技术 , 对 禾 谷 弱 管 蚜 轰 化 
激素 两 个 亚 基 的 基因 进行 了 基因 沉默 处 理 ,结果 发 
现 , I B. 亚 基 基因 表达 被 降低 后 不 谷 绒 管 蚜 成 蚜 
体 壁 黑 化 反应 受到 显著 抑制 , 黑 化 程度 明显 低 于 
EGFP 对 照 组 (图 9 和 10) ,干涉 有 效率 高 达 100% 。 
这 一 结果 表明 , 攻 化 激素 对 禾 谷 弱 管 是 成 是 表皮 的 
黑 化 起 着 非常 重要 的 作用 ,与 前 人 关于 轰 化 激素 功 
能 的 描述 是 一 致 的 (Dewey et al., 2004; Davis et al., 
2007; Dai et al., 2008; An et al., 2009; 马 小 丽 等 ， 
2013 ) 。 但 奇怪 的 是 在 基因 沉默 实验 中 并 未 发 现 却 
的 表 型 变化 ,具体 原因 尚 需 进 一 步 研究 。 
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